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1 UVOD 
Pridelovanje zelja Brassica oleracea L. var. capitata ima v Sloveniji že zelo dolgo tradicijo. 
Pridelujejo se predvsem tuji hibridi zaradi visokih in izenačenih pridelkov, odporni pa so 
tudi na različne bolezni. V manjšem obsegu se gojijo tudi domače sorte, katere lastnosti 
ustrezajo domačem trgu (Rudolf Pilih in sod., 2012). Leta 2014 se je Ministrstvo za 
kmetijstvo odločilo za financiranje strokovne naloge žlahtnjenja kmetijsko pomembnih 
rastlin, med njimi tudi zelja. Žlahtnjenje slednjega je prevzel Oddelek za agronomijo, 
Biotehniške fakultete v Ljubljani.  
Žlahtnjenje zelja je dolg in zapleten postopek, saj je zelje tujeprašna dvoletna rastlina. Za 
oblikovanje hibrida je najprej potrebno pridobiti čiste linije. Te lahko dobimo s 
samoopraševanjem, vendar je pri dvoletnicah postopek izredno dolgotrajen. Do čistih linij 
lahko hitreje pridemo z indukcijo podvojenih haploidov (DH). S samooprašitvijo DH 
dobimo potomce, ki predstavljajo čisto linijo. Potomci, ki nastanejo s križanjem dveh čistih 
linij, predstavljajo hibride oz. F1 generacijo.  
Oviro pri pridobivanju čistih linij z metodo samoopraševanja predstavlja 
samoinkompatibilnost (SSI). Pri zelju je prisotna sporofitna samoinkompatibilnost, ki 
preprečuje samooprašitev rastline. Po drugi strani pa je samoinkompatibilnost zaželena pri 
pridobivanju hibridov, ker je majhna možnost samooprašitve in lahko dokaj enostavno in 
precej hitreje pridobimo hibridno seme (Rudolf Pilih in Bohanec, 2014). 
Moška sterilnost rastline je drugi način, ki zagotavlja bolj stabilno pridelavo hibridov, saj 
popolnoma onemogoča samooprašitev. Poznanih je več virov moške sterilnosti. Pri 
križnicah (Brassicaceae) je najbolj razširjena citoplazmatska moška sterilnost (CMS), za 
katero je v večini primerov odgovoren gen orf138, ki je bil prvotno odkrit v redkvici 
(Raphanus sativus). Izvor slednjega še vedno ostaja nepojasnjen (Tanaka in sod., 2012).  
Slika 1: Izbrani hibridi in čiste linije zelja na polju Biotehniške fakultete leta 2016  
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CMS se najpogosteje kaže tako, da so pestiči zakrneli in ne tvorijo peloda. Pride lahko tudi 
do tvorbe peloda vendar je ta nefunkcionalen (Chase, 2006). Rastlino s prisotnim genom za 
CMS ni mogoče uporabiti za indukcijo haploidov, ker je izoliran nezrel pelod neodziven. 
Pri križanju CMS linije in fertilne čiste linije dobimo v celoti hibridne potomce. Uporaba 
restorerske linije, katera bi povrnila fertilnost, pri zelju ni potrebna, saj uživamo vegetativne 
dele.  
1.1 NAMEN DELA 
V magistrski nalogi smo želeli oblikovati protokol s katerim bi uspešno ločevali med 
sterilnimi in fertilnimi sortami zelja zaradi njihove kasnejše vključitve v žlahtniteljski 
program.  
Cilj je bil odkrivanje CMS rastlin z molekulskimi markerji s pomočjo namnoževanja 
mitohondrijske DNA. Prisotnost CMS in učinkovitost razvitega protokola smo hoteli potrditi 
tudi z indukcijo haploidov s pomočjo kulture mikrospor. Pri tem smo pričakovali, da se bodo 
embriji razvili samo pri fertilnih sortah. Sterilne in fertilne rastline smo želeli ločiti tudi glede 
na morfološke značilnosti cvetov in prisotnosti peloda na površini prašnikov. Z 
mikroskopirno tehniko in uporabo barvil MTT in acetokarmin smo preverjali živost peloda. 
S križanjem čistih linij  s sortami vključenimi v poskus smo ugotavljali tudi možnost 
oploditve in s tem tvorbe semena. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevali smo, da bomo na podlagi fenotipskih in molekulskih markerjev uspešno ločili 
moško sterilne in moško fertilne sorte in jih vključili v žlahtniteljski program.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPLOŠNO O ZELJU  
Zelje je ena izmed najbolj razširjenih zelenjadnic v svetu. Ime je dobilo po latinski besedi 
"capita", kar v prevodu pomeni glava, katero tvorijo listi zelja. Zelje spada med prve načrtno 
gojene zelenjadnice in je tudi ena izmed prvih komercialno razširjenih zelenjadnic. Po 
zapisih naj bi rastline rodu Brassica uporabljali v Indiji že leta 3000 p.n.š.. Glavnato zelje 
naj bi kasneje vzgojili iz divje vrste zelja, katero ni tvorilo glave, na vzhodu Sredozemlja in 
obalah Baltskega morja (Šamec in sod., 2016). 
Zelje botanično uvrščamo v družino križnic (Brassicaceae) (Udovčič, 1991). Je tujeprašnica 
in dvoletna rastlina. Prištevamo ga v skupino kapusnic poleg cvetače, brokolija, ohrovta in 
kitajskega kapusa. Pri nas zelje dosega najvišjo pridelavo med vsemi naštetimi kapusnicami 
(Osvald in Kogoj – Osvald, 1994). Je bogati vir vitaminov A, B in C. Prisotni pa so tudi 
minerali fosforja, kalija, natrija in železa (Thakur in sod., 2015). V več kot 90 državah po 
svetu predstavlja pomemben delež v pridelovanju zelenjadnic (Šamec in sod., 2016). Najbolj 
razširjeno je belo zelje (Brassica oleracea L. var. capitata f. alba), poznamo pa tudi rdečega 
(Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra). Po času pridelave lahko ločimo spomladansko, 
poletno in zimsko zelje. Tako v Sloveniji kot v svetu prevladuje pridelava zgodnjih in poznih 
sort zelja (Bajec, 1994).  
Glede na podatke Statističnega urada Slovenije (2018) se je površina zasajena z belim zeljem 
od leta 1991 do leta 2017 nekoliko zmanjšala. Leta 1991 je obsegala 1.001 ha, najnižjo 
površino zasejano z belim zeljem smo zabeležili leta 2010 in sicer 582 ha. Potem se je 
površina pričela počasi povečevati in zadnja leta obsega okoli 600 ha (slika 2).  
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Slika 2: Površina zasejana z zeljem v Sloveniji med letoma 1991-2017 (SURS, 2018) 
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2.2 ŽLAHTNJENJE HIBRIDNIH SORT ZELJA 
Izraz "hibrid" se uporablja za križance dveh ali večih praviloma čistih linij F1 generacije. 
(Chahal in Gosal, 2002). Hibridi so znani po tem, da presežejo prosto oprašene sorte po 
večjem tržnem donosu, izenačenosti in boljših pridelovalnih lastnostih (Thakur in sod., 
2015).  
Prvi poskusi hibridizacije so se pričeli že leta 1694, ko je Camerarius enodomnim in 
dvodomnim rastlinam kot so špinača, hmelj, konoplja in koruza, odstranil moške cvetove. 
Tako je ugotovil, da brez prisotnosti le teh ni bilo tvorbe semen. Predlagal je pridobivanje 
novih sort s pomočjo križanja. Prvi pridobljeni hibrid je vzgojil Fairchild leta 1719. Leta 
1909 je Schull prvi vpeljal izraza heteroza in hibridno seme. Potrdil ju je s križanjem dveh 
izbranih rastlin koruze, kateri sta bili homozigotni. Starševske homozigotne čiste linije so se 
ohranjale več let in tako zagotavljale stalno pridobivanje genetsko enakega hibridnega 
semena (Chahal in Gosal, 2002). 
Hibridizacija med načrtno izbranimi starševskimi rastlinami je danes tako razširjena med 
žlahtnitelji, da je izraz "žlahtnjenje rastlin" postal njen sinonim. Tako slednji ni več samo 
izraz za križanje različnih genotipov za pridobivanje želenih lastnosti. Hibridizacija je edini 
način, ki omogoča prenos genov preko različnih potomcev. S pomočjo razvoja tkivnih kultur 
se je razvila tudi somatska hibridizacija, a se ta uporablja v manjši meri (Chahal in Gosal, 
2002).  
Komercialni F1 hibridi nastanejo s križanjem dveh čistih linij. Po izbiri najprimernejših 
starševskih linij sledi postopek samoopraševanja izbranih starševskih linij za zagotavljanje 
dovolj velike količine semena. Postopek žlahtnjenja od izbire starševskih linij do pridobitve 
hibridnega semena za komercialno rabo zahteva veliko znanja in sistematičnega dela na 
polju (Chahal in Gosal, 2002).  
K hitrejšemu razvoju hibridnih sort zelja sta v zadnjem desetletju pripomogla tudi genetski 
lastnosti samoinkompatibilnost peloda (SSI) in citoplazmatska moška sterilnost (CMS). 
Medtem, ko se lastnost SSI lahko spremeni pod vplivom okoljskih dejavnikov (visoka 
temperatura, suša), na linije s prisotnim genom za CMS ti dejavniki nimajo vpliva. To je 
razlog zaradi katerega je metoda pridobivanja hibridnega semena s pomočjo CMS bolj 
učinkovita za pridelavo hibridnih sort (Thakur in sod., 2015). 
2.2.1 Indukcija čistih linij 
Wilhelm L. Johannsen je kmalu po letu 1900 izraz čista linija definiral kot potomce 
homozigotnega, samooprašenega organizma. Bil je tudi prvi, ki je opisal načine pridobitve 
čistih linij (Chahal in Gosal, 2002).  
Čiste linije lahko pridobimo s samoopraševanjem ali z indukcijo podvojenih haploidov 
(DH). Vpliv samoopraševanja je matematično predstavil Mendel. Prikazal je, kako se vsako 
generacijo samoopraševanja heterozigotni genski aleli zmanjšajo za polovico. Metoda za 
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pridobitev čiste linije s samoopraševanjem je dolgotrajna, saj je potrebnih 8-10 let, da se 
vzpostavi stabilna, homozigotna linija (Chahal in Gosal, 2002).  
Hitrejša metoda za pridobitev čistih linij je indukcija podvojenih haploidov. Pri križnicah se 
uporabljata tako kultura anter, kot kultura mikrospor. Slednja metoda zadnji dve desetletji 
velja kot najprimernejša za pridobivanje haploidov pri zelju (Rudolf Pilih in sod., 2018). 
Haploidom, pridobljenim iz kulture mikrospor, se lahko kromosomi podvojijo spontano v 
zgodnjih fazah embriogeneze. Pri nekaterih genotipih do spontanega podvojevanja 
kromosomov ne pride, zato je potrebno tretiranje s sredstvi za podvojevanje kromosomov. 
Poznanih je več sredstev, največkrat pa se uporablja kolhicin. Ta prekine mitozo tako, da 
prepreči nastanek delitvenega vretena in posledično omeji potovanje kromosomov proti 
poloma. Posledica je podvojitev kromosomov (Yuan in sod., 2015). DH so homozigotni in 
s samooprašitvijo postanejo čiste linije (Rudolf Pilih in sod., 2012). 
Že dolgo je znano, da se pri križnicah močno izrazi heterotični efekt. Vpliv heteroze je tako  
prisoten tudi pri zelju, zato je žlahtnjenje F1 hibridnih sort uspešno (Yamagishi in Bhat, 
2014). Izraz heteroza pomeni, da se pri potomcih dveh čistih linij bolj izrazijo želene 
lastnosti. Tako so potomci F1 generacije lahko nad povprečjem staršev, lahko so boljši od 
enega ali od obeh staršev. V F2 generaciji se ta učinek izniči. Znani sta dve teoriji, ki 
pojasnjujeta heterozni učinek: teorija nakopičenja ugodnih dominantnih alelov in teorija 
izražanja naddominance. Predpostavlja se, da je hibridni vigor rezultat medsebojnega 
delovanja alelne in nealelne dominance ter vezanih genov. Prva teorija predpostavlja, da so 
škodljivi recesivni geni v populaciji izločeni z učinkom nakopičenja dominantnih genov. 
Teorija naddominance pa pojasnjuje, da ima vsak alel v heterozigotnem organizmu drugačno 
funkcijo  in iz tega izvira njun efekt interakcije (Bohanec, 2011).  
Heterozni učinek se ne izraža v vseh rastlinskih vrstah z enako intenziteto. Prav tako ni 
nujno, da vpliv heteroze izboljša želene lastnosti žlahtnjene rastline (Chahal in Gosal, 2002). 
Poznana je tudi negativna heteroza, pri kateri so pri potomcih želene lastnosti manj izražene 
(Bohanec, 2011).  
Nasprotje pozitivnega učinka heteroze pri žlahtnjenju je pojav inbriding depresije. Slednja 
se izrazi ob združitvi genetsko sorodnih gamet. Izrazijo se škodljivi recesivni aleli, kateri 
postanejo homozigotni in imajo zato vpliv na fenotip (Bohanec, 2011). Posledica so šibke, 
slabo fertilne in neproduktivne rastline. Inbriding depresija je pogostejša pri tujeprašnicah 
kot pri samoprašnicah. Heterozigotnost tujeprašnic prekrije prisotnost škodljivih alelov. 
Vpliv inbriding depresije je izražen zlasti v prvih 5-8 generacijah. V tem času se poveča 
homozigotnost. Izločijo se škodljivi recesivni geni, neodporne rastline pa propadejo. Tako 
dobljene linije postanejo med seboj različne, znotraj linij pa se na račun homozigotnosti 
razlike zmanjšajo (Chahal in Gosal, 2002). 
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2.2.1.1 Samoopraševanje in križanje čistih linij 
Postopek pridobivanja čistih linij s samoopraševanjem se prične z odbiro primernega 
genotipa. Tako se poveča možnost pridobitve dobre čiste linije. Izhodiščne genotipe je nato 
potrebno samooprašiti. Zrelo seme genotipov se ločeno pobere in se naslednje leto poseje. 
Temu sledi drugi cikel samooprašitve. Samooprašuje se pet ali šest generacij, da postanejo 
linije izenačene. Tekom samoopraševanja se izločijo najslabše linije. Še posebej tiste katere 
je težko ohranjati in so neprimerne za pridobivanje hibridnega semena (Cahahal in Gosal, 
2002).  
Pri zelju je pridobivanje čistih linij s samoopraševanjem zapleteno. Za pridobitev čiste linije 
je potrebno najmanj pet generacij samoopraševanja, kar pri zelju, zaradi  dvoletnosti, pomeni 
10 let (Rudolf in Bohanec, 2014). Poleg tega je tujeprašna rastlina, pri kateri je zaradi 
velikosti in zgradbe cvetov otežena ročna emaskulacija in oprašitev. Ročno samoopraševanje 
in križanje pri zelju je tako neprimerno za vzpostavitev komercialne pridelave hibridnega 
semena (Yamagishi in Bhat, 2014). 
Težavo pri samoopraševanju linij predstavlja tudi SSI. S pomočjo tega mehanizma prihaja 
do interakcije med pestičem in pelodom, ki pade na brazdo. SSI naj bi preprečevala 
inbreeding depresijo in ohranjala genetsko raznolikost v populacijah (Kitashiba in Nasrallah, 
2014). Do pojava pride, ko pelod ne kali na brazdi ali v primeru, ko pelod kali, a pelodna 
cevka raste prepočasi in semenske zasnove ne doseže pravočasno (Chahal in Gosal, 2002).  
Znano je, da je za samoinkompatibilnost odgovoren S-lokus s 50 ali več aleli. Vsak alel 
proizvaja določeno komponento, ki povzroči reakcijo med pestičem in pelodom. Poznani sta 
gametofitna inkompatibilnost, katera je nadzorovana z genomom lastnega gametofita in 
sporofitna inkompatibilnost, za katero je odgovoren genom starševskega sporofita (Chahal 
in Gosal, 2002).  
Pri križnicah je prisotna sporofitna SSI. Slednjo določa diploiden S-lokus starševske rastline 
in dominantna razmerja med S-lokusi brazde in peloda. Do inhibicije peloda na brazdi pride, 
ko je pri obeh prisoten enak S-lokus.  Z molekularno analizo S-lokusa križnic so identificirali 
že več genov. Prvi odkriti so bili  S-lokus receptor kinaza (SRK), S-lokus cistein protein/S-
lokus protein 11 (SCR/SP11) in S-lokus glikoprotein (SLG). Proteina sta odgovorna  
predvsem za prepoznavo S-lokusa peloda na brazdi. Vsi trije geni so med seboj močno 
povezani in skupaj sestavljajo S lokus. Njihovi aleli se dedujejo kot ena genetska enota. Zato 
so razvili izraz "S haplotip" (Nasrallah in Nasrallah 1993) in tako opisali več različnih vrst 
S lokusov (Kitashiba in Nasrallah, 2014).  
Rudolf Pilih in Bohanec (2014) sta s PCR metodo, katera je temeljila na pomnoževanju SLG 
ali SRK regije s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi (Park in sod., 2002) in nato še s 
sekvenciranjem, izbranim genotipom določila SSI alele. Na podlagi  slednjih sta ločila pet 
različnih S-haplotipov. Hkrati sta jih razvrstila v dva razreda glede na odstotek 
samooprašitve. Štirje haplotipi so spadali v dominantni razred I, kjer je bil odstotek 
samooprašitve izredno nizek.  
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SSI je mogoče preprečiti z uporabo NaCl, CO2, uree, amonijevega sulfata in giberelinske 
kisline. Zmanjšata jo lahko tudi visoka temperatura in  suša. Na tak način se omogoči 
samooprašitev izbranih genotipov z izraženo SSI. Posledično se pridobijo čiste linije, katere 
se nato lahko vključi v pridelavo hibridnih sort (Rudolf Pilih in Bohanec, 2014).  
SSI ima pri postopku žlahtnjenja poleg negativne strani, katero predstavlja onemogočanje 
pridobivanja čistih linij, tudi pozitivno stran. Pri rastlinah z izraženo SSI lahko brez 
emaskulacije  pridobimo hibridno seme, saj je možnost samooprašitve zelo nizka (Rudolf 
Pilih in Bohanec, 2014). Uporaba SSI za pridelavo hibridnega semena je še lažja, kadar je 
možno vegetativno razmnoževanje. Tako se lahko hitreje in enostavneje ohranja in 
razmnožuje dobre SSI starševske linije. Poznanih je več metod pridobivanja hibridnega 
semena, ki temeljijo na SSI. Najenostavnejša je "single cross" metoda. Vključeni sta dve SSI 
liniji, pri katerih je možna navzkrižna oprašitev. Starševski liniji A(S1S1) in B (S2S2) sta 
posajeni skupaj, da se med seboj oprašita. Hibridno seme (S1S2) načeloma lahko pridobimo 
z obeh rastlin (Chahal in Gosal, 2002), vendar je primerneje, da za semensko linijo 
uporabimo le eno z močneje izraženo samoinkompatibilnostjo. 
Kljub prednostim, ki jih predstavlja SSI za žlahtnjenje hibridov, pa ta ni vedno stabilna in se 
lahko spreminja glede na okoljske dejavnike, kot sta visoka temperatura in suša. Pri 
nekaterih križnicah (ogrščica (B. napus) in gorčica (B. juncea)) pojav SSI ni poznan 
(Yamagishi in Bhat, 2014).  
Danes za eno izmed boljših metod pridobivanja hibridnega semena pri vseh križnicah velja 
moška sterilnost (Guo in sod., 2016). 
2.2.2 Moška sterilnost 
Moška sterilnost se kaže kot sterilen pelod, zakrneli ali nedozoreli prašniki v katerih je ujet 
funkcionalen pelod. Najpogosteje se pri moško sterilnih rastlinah pojavlja sterilen pelod, 
medtem, ko se jajčne celice tvorijo normalno. Zaradi tega ni mogoča samooprašitev in 
tvorjenje funkcionalnih prašnikov, mikrospor ali gamet. Potrebna je prisotnost druge 
rastline, da pride do oprašitve. Zaradi tega je metoda z moško sterilnimi rastlinami razširjena 
med žlahtnitelji, saj jim omogoča učinkovito pridobivanje hibridnega semena. Prvi je pojav 
moške sterilnosti, leta 1763, opazil Koelreuter (Chahal in Gosal, 2002). Bolj podrobno  so 
jo pričeli raziskovati leta 1959. Leta 1970 je Dickson odkril, da so za moško sterilnost 
odgovorni recesivni jedrni geni. Tekom raziskav so skušali pridobiti moško sterilno linijo, 
katera bi bila primerna za žlahtnjenje. Pearson je leta 1972 s povratnimi križanji cvetače s 
črno ogrščico (Brassica nigra) pridobil moško sterilno linijo, za katero je bila odgovorna 
povezava med jedrnimi in citoplazmatskimi geni. Na Japonskem pa je Ogura leta 1968 odkril 
prisotnost CMS pri redkvici (Fang in sod., 1997).  
Glede na vir moške sterilnosti ločimo: jedrno moško sterilnost, CMS, citoplazmatsko-jedrno 
moško sterilnost in sterilnost povzročeno s kemičnimi sredstvi (Chahal in Gosal, 2002). 
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2.2.2.1 Jedrna moška sterilnost 
Jedrna moška sterilnost je lahko povzročena z recesivnimi ali dominantnimi geni 
dedovanimi z geni v jedru celice. Slednji negativno vplivajo na nastanek peloda (Chahal in 
Gosal, 2002). 
Recesivna jedrna moška sterilnost (RGMS) je zelo pogost in pomemben pojav. Nastane v 
naravi s spontano mutacijo, na katero vpliva recesiven alel 'ms'. Lastnost RGMS se deduje 
in povzroča sterilen pelod, a ohranja fertilnost jajčnih celic. Kaže se tudi v spremembi 
citoloških lastnosti in strukturi prašnikov v času formacije peloda. Ravno slednja je 
odgovorna za številne fiziološke in biokemične spremembe rastline (Guo in sod., 2016). 
S pomočjo mikroskopa so Guo in sod. (2016) pri zelju spremljali citološke spremembe v 
času tvorbe peloda. Med seboj so primerjali določene stopnje razvoja prašnikov fertilne in 
sterilne linije z RGMS (slika 3). Pred fazo tetrad se prašniki sterilne in fertilne rastline niso 
razlikovali. Do sprememb je prišlo v fazi oblikovanja enojedrnih mikrospor. Pri fertilnih 
rastlinah so bile mikrospore okrogle oblike, ohlapne in z gosto citoplazmo. Celice tapetuma, 
katere skrbijo za hranila in razvoj pelodnih zrn, so bile lepo razporejene v vrstah na notranji 
steni prašnice. V fazi dozorevanja peloda se je plast celic tapetuma razgradila in omogočila 
prehod zrelega peloda na površino prašnika. Medtem so se pri sterilni rastlini celice tapetuma 
v fazi enojedernih mikrospor postopoma ločile od stene prašnice. Vsebovale so vakuole in 
se izdolževale. S krčenjem in izdolževanjem so celice tapetuma vplivale tudi na mikrospore, 
katere so posledično skupaj s celicami tapetuma propadle. Opazili so, da je možno prisotnost 
RGMS potrditi že v zgodnji fazi moške sporogeneze, saj je bilo istočasno z oblikovanjem 
enojedrnih mikrospor pri fertilnih rastlinah, že mogoče opaziti izdolževanje celic tapetuma. 
 
Slika 3: Razvoj prašnic (anter) pri RGMS sterilni (a-e) in fertilni (f-g) rastlini. a, f: faza tetrade; b: izdolževanje 
celic tapetuma; c: razgradnja celic tapetuma; d:  neuspešna tvorba peloda; e: prašnica po neuspešni tvorbi 
peloda; g: oblikovanje enojedrnih mikrospor; h: zrel pelod (prirejeno po Guo in sod., 2016) 
Pomanjkljivost RGMS metode je, da ni mogoče zagotoviti, da bi bila celotna populacija 
moško sterilna. Normalno je 50 % moško sterilnih in 50 % fertilnih. Za pridelavo hibridnega 
semena je zato potrebno najprej oblikovati izolinijo. V ta namen je potrebno križati moško 
sterilno linijo (ms ms) in izbrano fertilno linijo (Ms Ms). Križance (Ms ms) samooprašujemo, 
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da se izrazi moška sterilnost (ms ms). Slednje nato večkrat povratno križamo z izbrano linijo. 
Na koncu semensko linijo ohranjamo s križanjem sterilne (ms ms) in heterozigotne (Ms ms) 
izolinije. Iz semenske linije pred cvetenjem izločimo 50 % fertilnih potomcev. Nato jo 
oprašimo z izbrano fertilno linijo (Ms Ms). Rezultat je hibridno seme (Bohanec, 2011). 
Z namenom zagotoviti 100 % moško sterilno populacijo so z genskim inžiniringom razvili 
maintainerske linije, katere so genetsko enake linijam z RGMS. Razlikujejo se le v dodanem 
transgenem lokusu. Slednji vsebuje restorer in reporter gen. Restorer povrne fertilnost. 
Reporter, v tem primeru fluorescentno zelen protein (GFP), pa  deluje kot promotor za 
specifična semena. Vsa pelodna zrna maintainerske linije tekom mejoze vsebujejo gen za 
RMGS. Pri polovici je prisoten tudi lokus z genom za povrnitev fertilnosti in gen za GFP. 
Pri križanju s homozigotno moško sterilno linijo, se lahko glede na obarvanost semena 
določi ali vsebuje gen za moško sterilnost (Ji in sod., 2017). 
Dominantna jedrna moška sterilnost (DGMS) je povzročena z dominantnim alelom 'Ms'. 
Leta 1979 je bil pri mutantu  zgodnje sorte zelja 79-399-3, prepoznan heterozigoten gen za 
dominantno jedrno moško sterilnost (Ms ms). Z namenom ohranjanja sterilnosti in 
preučevanja dednosti dominantnega gena, so križali moško sterilno rastlino kot materino 
linijo, z ostalimi fertilnimi rastlinami iste linije. Poleg tega so za opazovanje dedovanja 
moške sterilnosti za oprašitev uporabili tudi druge čiste linije zelja. Potomce, pri katerih je 
bilo nekaj cvetov s prisotnim pelodom, so samooprašili. Tako so pridobili homozigotne linije 
(Ms Ms), katere so bile 100 % moško sterilne. Za ohranjanje linij so se poslužili tkivnih 
kultur, nato pa so jih uporabili pri pridobivanju hibridnega semena. Homozigotne linije z  
genom za DGMS (Ms Ms) so križali z izbrano sorodno linijo. Opraševanje je potekalo na 
polju s pomočjo čebel. Seme, tvorjeno na moško sterilni rastlini, je bilo hibridno. Metoda se 
je v primerjavi s SSI izkazala za cenejšo in je zahtevala manj ročnega dela. Rastline so tvorile 
veliko hibridnega semena, saj so bili cvetovi pri linijah z DGMS v celoti odprti. Poleg tega 
so imeli dobro razvito brazdo in prašnico (Fang in sod., 1997). Zaradi uspešnosti metode pri 
zelju, so Shu in sod. (2016) s povratnimi križanji prenesli gen DGMS tudi v brokoli.  
2.2.2.2 Citoplazmatska moška sterilnost 
Prvi vir CMS pri redkvici je odkril Ogura leta 1968 (Ogura, 1968, cit. po Yamagishi in Bhat, 
2014). Slednji je najbolj raziskovan in pogost gen za doseganje moške sterilnosti križnic. 
Leta 1974 je Bannerot s sodelavci z več povratnimi križanji redkvice in zelja v slednjega 
uspešno prenesel vir CMS (Bannerot in sod., 1974, cit. po Yamagishi in Bhat, 2014; Heyn, 
1974, cit. po Yamagishi in Bhat, 2014). Pridobljene moško sterilne linije križnic so bile 
podvržene klorozi listov in rumenenju pri nizkih temperaturah. S hibridizacijo med rodovi 
in povratnimi križanji so Bannerot in drugi evropski znanstveniki Ogura vir CMS prenesli 
tudi v oljno ogrščico. Za izboljšanje linij je Pelletier s sodelavci leta 1983 izvedel somatsko 
fuzijo celic oljne ogrščice. Združili so celice rastline z genom  Ogura CMS in celice rastline, 
ki ni bila moško sterilna. Potomci, kateri niso kazali pomanjkanje klorofila in so bili moško 
sterilni, so predstavljali CMS linijo (Yamagishi in Bhat, 2014). 
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CMS lahko v rastlinah povzroči spontano preurejanje mitohondrijskega genoma. Povzroča 
jo tudi križanje med različnimi vrstami ali generacijami in fuzija celic (Yamagishi in Bhat, 
2014). 
CMS se deduje po materi. Povzročajo jo geni na mitohondrijih. Rastlinski genomi 
mitohondrijev so zelo kompleksni. Pogosto so genomi zelo veliki, pojavljajo se preureditve 
in vključevanje tuje DNA. Zaradi teh specifičnih lastnosti genoma mitohondrijev pride do 
premeščanja genov. Mitohondrijske gene, ki določajo pojav CMS, so odkrili pri več 
rastlinskih vrstah.  Slednji se med seboj močno razlikujejo v kodiranju proteinov in tudi v 
fenotipskem izražanju. Odkritih je najmanj 14 genov, kateri povzročajo CMS. Definirajo jih 
ORF regije na genomu, katere so sestavljene iz sekvenc genoma in iz sekvenc katerega izvor 
ni poznan (Chase, 2006).  
Najbolj proučevana moško sterilna citoplazma pri križnicah je Ogura tip citoplazme. 
Povzroča jo mitohondrijski gen orf138. Pri rastlinah s CMS se kopiči ORF138 protein, ta pa 
je povezan z notranjo mitohondrijsko membrano. Sekvenca gena orf138 ni sestavljena iz 
sekvenc mitohondrijskega genoma in tudi ni homologna sekvencam v podatkovnih bazah. 
Zato je izvor gena orf138 neznan. Približno 7 % sekvenc pri Ogura mitohondrijskem genomu 
in 3 % pri običajnem mitohondrijskem genomu je nepoznanih. V ostalih odstotkih so 
sekvence obeh genomov podobne genomu oljne ogrščice. Genom Ogura citoplazme se od 
običajnega genoma razlikuje v razporeditvi genov. Slika 4 prikazuje običajen in Ogura 
mitohondrijski genom. Oba sta sestavljena iz 33 genov kateri kodirajo proteine in tri gene 
rRNA. Genom Ogura citoplazme sestavlja še dodatni gen atp9-2. Genoma razlikujeta še v 
regiji 5’ gena atp6 in regiji 3’ gena orfX. Ogura genom ima poleg 17 transportnih RNA tudi 
dodatni gen trnfM-2, ki je lociran poleg gena orf138 (Tanaka in sod., 2012).  
Z analizo sekvenc so ugotovili, da genom mitohondrija vsebuje 11 sinteničnih regij (>3 kb). 
Ogura tip se skoraj popolnoma ujema z regijami običajnega genoma. Razlikuje se le v krajših 
regijah I, II, III in regiji IV, ki je najdaljša, ter obsega 15.255 baznih parov in se nahaja med 
7 in 11 sintenično regijo (slika 5). Z analizo sekvenc so potrdili, da se večino sekvenc v teh 
regijah ujema z znanimi sekvencami križnic. Le sekvenca gena orf138, ki se nahaja med 7 
in 11 regijo, je ostala nepojasnjena (Tanaka in sod., 2012). 
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Običajen genom 
244036 bp 
 
244 
Slika 4: Prikaz običajnega in Ogura rastlinskega mitohondrijskega genoma. Geni za kodiranje proteinov so 
označeni rdeče, rRNA modro, tRNA oranžno in gen orf138 zeleno. Barvni loki označujejo ujemajoče 
sintenične regije med genomoma (prirejeno po Tanaka in sod., 2012) 
Ogura-tip 
genom 
258426 bp 
 
244 
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Pretirana uporaba le enega vira CMS lahko pri rastlinah privede do neodpornosti in 
posledično do razvoja bolezni. Zaradi tega žlahtnitelji težijo k uporabi raznolikih virov CMS 
pri pridelavi hibridov. Pri zelju so s pomočjo križanja in fuzije somatskih celic poleg 
OguCMS pridobili tudi NigCMS in PolCMS. Vir NigCMS je bil iz črne gorčice prenesen v 
zelje na Nizozemskem leta 1980 (Wang in sod., 2012). PolCMS izvira iz oljne ogrščice in 
je primer spontano nastale moške sterilnosti. Slednja je občutljiva na temperaturne 
spremembe, zato je njena uporaba omejena (Yamagishi in Bhat, 2014).  
Wang in sod. (2012) so razvili mikrosatelitne markerje (SSR), da bi ti ločili različne vire 
CMS. 21 parov začetnih oligonukleotidov so oblikovali na podlagi mitohondrijskega 
genoma (mt) oljne ogrščice, 32 parov pa na podlagi genoma kloroplasta (cp) navadnega 
repnjakovca (Arabidopsis thaliana). Z 11 cpSSR in 4 mtSSR začetnimi oligonukleotidi so 
ločili šest tipov CMS v zelju: NigCMS, OguCMSR1, OguCMSR2, OguCMSR3, 
OguCMSHY in PolCMS. S cluster analizo so ugotovili, da se lahko tip CMS natančno določi 
z začetnimi oligonukleotidi:ACP43, ACP47 in mtSSR2. Pridobljene sekvence pomnoženih 
regij so se ujemale s sekvencami navadnega repnjakovca, oljne ogrščice in repe (Brassica 
rapa). 
Različni fenotipi CMS povzročajo spremembe reproduktivnih organov. CMS se lahko izraža 
kot sprememba prašnikov v cvetne liste ali v ženske reproduktivne organe. Pogosta je 
zakrnelost prašnikov, da ti ne tvorijo peloda. CMS lahko povzroči tudi težave v razvoju 
peloda. Slednji se tvori, vendar je nefunkcionalen (Chase, 2006). Na delovanje ženskih 
organov CMS nima večjega vpliva (Yamagishi in Bhat, 2014). 
2.2.2.3 Citoplazmatsko-jedrna moška sterilnost 
Citoplazmatsko-jedrno moško sterilnost povzročijo interakcije med jedrnimi in 
citoplazmatskimi (mitohondrijskimi) geni. Uporablja se za pridelavo hibridnega semena 
tako pri samoprašnicah kot pri tujeprašnicah. Povzroča jo mutacija na mitohondrijski DNA 
katera povzroči, da rastlina ne tvori peloda. V nekaterih primerih lahko mutacijo DNA 
prekrijejo jedrni restorerski geni (Rf), kateri povrnejo fertilnost rastlini. Izražanje CMS je 
Slika 5: Sintenične regije običajnega in Ogura mitohondrijskega genoma (prirejeno po Tanaka in sod., 2012) 
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posledično odvisno od prisotnosti dominantnih ali recesivnih restorerskih genov (Chahal in 
Gosal, 2002). Rf geni se nahajajo v semenih ali tkivih CMS rastline. Slednji pa niso prisotni 
pri CMS linijah, katere so nastale s križanjem ali somatsko hibridizacijo. V križnice so Rf 
gene uspešno prenesli iz drugih vrst. Tako so povrnili fertilnost rastlinam s citoplazmo 
OguCMS. Pri večini križnic povrnitev fertilnosti CMS linijam poteka sporofitsko. To 
pomeni, da so vse F1 hibridne rastline 100% fertilne in tvorijo pelod. Pri Ogura CMS je 
prisoten Rf gen orf687, kateri vpliva na translacijo mRNA orf138 gena. Rf geni so pogosti 
pri japonski divji redkvici. Poleg restorerskega Rf gena so pri redkvici odkrili tudi Rft gen, 
ki prav tako vpliva na orf138 gen. Molekulski mehanizmi rastline so razvili več restorerskih 
genov, da bi preprečili izražanje gena orf138, ki je odgovoren za Ogura CMS (Yamagishi in 
Bhat, 2014). 
V praksi restorersko linijo, katera je fertilna in ima dominantne gene (RfRf), križamo s 
pridobljeno semensko linijo, ki je CMS. Tako rastlini povrnemo fertilnost in pridobimo F1 
hibridno seme. Restorersko linijo lahko ločeno na polju ohranjamo s samoopraševanjem 
(slika 6) (Bohanec, 2011).  
2.2.2.4 Moška sterilnost pod vplivom okolja 
Vpliv okolja lahko povzroči, da jedrni geni povzročijo moško sterilnost rastline. Ob 
spremembi okoljskih vplivov pa se rastlini povrne sterilnost. Dobro raziskani sta 
termosenzitivna (TGMS) in fotosenzitivna (PGMS) genetska moška sterilnost, a le pri rižu. 
Slika 6: Postopek uporabe cms za pridelavo hibridnega semena (prirejeno po Rudolf Pilih in Bohanec, 2014) 
14 
Podržaj A. Ugotavljanje citoplazmatske moške sterilnosti pri zelju (Brassicca oleracea L. var. capitata f. alba).   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
 
Sistem imenujejo tudi dvolinijska moška sterilnost, saj ni potrebno ločevati CMS in 
maintainerske linije. Negativno stran predstavlja redka prisotnost teh genov in njihova 
nestabilnost ter odvisnost od nepredvidljivih vremenskih razmer (Chahal in Gosal, 2002) 
2.2.2.5 Moška sterilnost povzročena s kemičnim tretiranjem 
Moško sterilnost lahko pri rastlini povzročimo tudi z uporabo kemičnih sredstev. Najbolj 
uporabljeni so gametocidi, polenocidi, androcidi in sredstva za zaviranje nastanka peloda. 
Poznani so tudi pod izrazom hibridizacijski kemični agenti (CHA). Delovanje sredstev je 
različno. Nekateri povzročijo spremembo že v fazi mejoze, drugi povzročijo, da pride do 
nastanka nefunkcionalnega peloda. Prednost metode je, da ni potrebno ohranjanje moško 
sterilnih linij in ni potreben restorer gen za povrnitev fertilnosti. Na moško sterilnost, 
povzročeno s kemičnimi snovmi, v veliki meri vpliva okolje, kar lahko povzroča nepopolno 
moško sterilnost. Povzroča tudi različne morfološke težave pri rastlini, kot so: rjavenje 
listov, kasnejše cvetenje, nižjo oz. višjo rastlino, toksično sestavo semena ipd.. Sredstva se 
v večini primerov nanese foliarno. Uporabi se jih tik pred cvetenjem, da preprečijo nastanek 
peloda, vendar ne vplivajo na nastanek semena (Chahal in Gosal, 2002). 
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3 MATERIALI IN METODE 
V poskus smo vključili 20 sort zelja, od tega dve populacijski sorti ('Varaždinsko', 
'Brunswick') in osemnajst komercialnih hibridov: 'Autumn Queen F1', 'Agressor F1', 
'Tamarindo F1', 'Burton F1', 'Checkmate F1', 'Megaton F1', 'Benelli F1', 'Tenacity F1', 
'Multima F1', 'Grandslam F1', 'Tacoma F1', 'Ramco F1', Liberator F1', 'Mentor F1', 'Tolerator 
F1', 'Fieldwinner F1', 'TI 146 F1', 'Zuleima F1'. 
3.1 SEJANJE IZBRANIH SORT ZELJA 
Semena izbranih sort zelja smo konec meseca aprila posejali v stiroporni sejalni plato. 
Počakali smo, da so zrastli prvi pravi listi in sadike nato presadili v večje lonce, zemlji 
(Klasmann, Tonsubstrat) pa dodali gnojilo s 6-mesečnim sproščanjem Osmocote  (Scotts). 
Tako pripravljene rastline smo gojili v rastlinjaku za nadaljnje raziskave.  
3.2 IZOLACIJA DNA IZ RASTLINSKEGA TKIVA 
DNA smo izolirali s prirejeno CTAB (heksadeciltrimetilamonijev bromid) metodo (Kump 
in Javornik, 1996).  
Iz rastlin izbranih sort smo pridobili košček rastlinskega tkiva. V našem primeru smo 
uporabili košček lista, velikega približno 1 cm². Rastlinsko tkivo posamezne sorte smo nato 
s škarjicami  narezali na manjše dele v keramično terilnico. Delo smo nato nadaljevali v 
digestoriju, kjer smo v terilnico k rastlinskemu tkivu dodali 700 µl pufra CTAB (2 % (w/v 
CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8,0, 100 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,2 % (v/v) 
merkaptoetanol), ki je bil ogret na 68 °C. S pomočjo keramičnega bata smo zmes strli, da 
smo dobili gosto suspenzijo. Pri tem smo pazili, da se nismo dotikali notranjosti terilnice, da 
ne bi prišlo do kontaminacije vzorca. Suspenzijo smo nato iz terilnice prelili v 2 ml 
mikrocentrifugirke in jih inkubirali v vodni kopeli na 68 °C 1,5 – 2 h. Po končani inkubaciji 
smo vzorcem dodali 700 µl topila kloroform / izoamilalkohol v razmerju 24 : 1. 
Mikrocentrifugirke smo nato dobro pretresli in jih centrifugirali 15 min pri 11.000 obratov 
min-1 in 4 °C (centrifuga Beckman J2-HS, rotor JA-18). S centrifugiranjem smo ločili vodno 
in organsko fazo. Zgornjo, vodno fazo, smo pazljivo odpipetirali v novo 1,5 ml 
mikrocentrifugirko. Pazili smo, da pri pipetiranju nismo zajeli topila ali ostankov organske 
faze. Vodni fazi, v kateri je bila DNA, smo dodali 70 µl 3 M natrijevega acetata (NaOAc) 
(pH 5,2) in 700 µl izopropanola, ki je bil predhodno ohlajen na –20 °C. Mikrocentrifugirke 
smo dobro pretresli in jih postavili v zmrzovalnik na -20 °C za 30 min. Po 30 min  smo 
vzorce centrifugirali 15 min pri 11.000 obratih min-1 in 4 °C. Po centrifugiranju je bila na 
dnu mikrocentrifugirke lepo vidna DNA v obliki oborine. Supernatant smo odlili, oborino 
pa sprali z  500 µl 70% etanola. S stresanjem smo oborino ločili od dna in vzorce nato 
ponovno centrifugirali 15 min pri 11.000 obratih min-1 in 4 °C. Po končanem centrifugiranju 
smo etanol previdno odlili in odprte mikrocentrifugirke pustili na zraku, da je preostali etanol 
izhlapel. Potem smo oborini dodali 60 µl TE pufra (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA 
pH 8,0) in vzorce čez noč shranili v hladilniku na 4 °C, da se je DNA raztopila. Tako 
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pripravljene vzorce smo nato uporabili za pripravo delovnih raztopin, ostalo pa se je shranilo 
v zmrzovalnik na  -20°C. 
3.3 MERJENJE KONCENTRACIJE IZOLIRANE DNA IN PRIPRAVA 
DELOVNIH RAZTOPIN 
Koncentracijo smo merili z DNA fluorometrom DyNA QuantTM 200 (Amersham 
Biosciences, Amersham, VB). Pripravili smo 1 × TNE pufer (0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, 
1 mM EDTA; pH 7,0), fluorescentno barvilo Hoechts 33258 (1µl ml-1) in ddH2O. V kiveto 
smo odpipetirali 2 ml pripravljenega standardiziranega pufra. Za standard smo uporabili 2µl 
DNA telečjega timusa (1mg ml -1 DNA v 1 × TNE pufru). Po kalibraciji fluorometra smo 
koncentracije merili tako, da smo v 2 ml pufra dodali 2 µl vzorca. 
Po izmerjenih koncentracijah smo DNA redčili z ddH2O tako, da je bila delovna 
koncentracija 5ng µl-1. 
3.4 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO (PCR) 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo želeli preveriti ali so v izolirani DNA izbranih 
sort zelja, prisotni specifični geni, ki so povezani s CMS. Pomnožiti smo želeli Ogura regijo 
IV, na kateri se je nahajal gen orf138, kateri je odgovoren za CMS (slika 7).  
Uporabili smo različne pare začetnih oligonukleotidov (preglednica 1), razlikovali pa so se 
tudi temperaturni profili reakcij. Slednje so potekale na cikličnem termostatu GeneAmp PCR 
System 9700 (Applied Biosystems Inc., Foster City, ZDA). 
Delo je potekalo v brezprašni komori. Potem, ko smo reakciji dodali Taq polimerazo, smo 
delo nadaljevali na ledu. Reakcijska mešanica je bila v večini poskusov enaka. Razlikovala 
se je le pri dodajanju TAIL M13 začetnega nukleotida. Slednjega smo uporabili v protokolu 
1. Zaporedje za univerzalni fluorescentno označen začetni oligonukleotid M-13 (5'-TGT-
AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-3') smo dodali enemu izmed para oligonukleotidnih 
začetnikov kot kaže shema: 5'-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT+sekvenca začetnega 
nukleotida -3'. V našem primeru smo pri začetnih oligonukleotidih ACP_38, ACP_43, 
Slika 7: Mesto prileganja začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje Ogura regije IV (prirejeno po Tanaka in 
sod., 2012) 
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ACP_47 in mtSSR2 uporabili fluorescentne oznake FAM, VIC, NED in PET, ki so potrebne 
za kasnejšo detekcijo na kapilarni elektroforezi. V protokolu 2 TAIL M13 začetnega 
nukleotida nismo dodali in  smo uporabili nefluorescentne začetne oligonukleotide: OGU1, 
OGU2 in OGU3.  
Preglednica 1: Uporabljeni začetni oligonukleotidi in njihovo nukleotidno zaporedje 
Ime Zaporedje 
OGU1-For* 
OGU1-Rev* 
TGGTCAACTCATCAGGCTCA 
TGCTGAAGAAAAGCGGTATTG 
OGU2-For 
OGU2-Rev 
GCCCATATTTGGCTAAGCTG 
TTTTCGTCACTTCATCGTTAGG 
OGU3-For 
OGU3.1-Rev 
OGU3.2-Rev 
OGU3.3-Rev 
GGACCGAGAAAATAATGCTTTG 
TTGTGGTTGGTTGTTGACCA 
TTGTGGGTTTGGTTGTTGAC 
AGTTGTGGTTGGTTGTTGAC 
ACP_38-For 
ACP_38-Rev 
TGTAAAACGACGGCCAGTGGTTCGTTAGCAGGTTTA 
GTTCCCTAGCAACACTTT 
ACP_43-For 
ACP_43-Rev 
TGTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCGTGGATGAGTGG 
AAGTGCTTTCTGGGTCGT 
ACP_47-For 
ACP_47-Rev 
TGTAAAACGACGGCCAGTTGTACTTATGGGAAAGCG 
CTGGGTTCTTCTACTTCATT 
mtSSR2-For 
mtSSR2-Rev 
TGTAAAACGACGGCCAGTACCAAGATTGAGCCAGAT 
CGTCCACTACCGAAAGAG 
* For – smerni začetni oligonukleotid; Rev – protismerni začetni oligonukleotid 
Protokol 1 
Reakcija je imela končni volumen posameznega vzorca 20 µl. Sestava PCR reakcije je bila:   
- 1 × 10 × PCR pufer (10 mM Tris HCl, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCl pH 8,3),  
- 2 mM MgCl2, 
- 0,8 mM deoksi nukleotid (dNTP), 
- 0,25 µM forward začetni oligonukleotid, 
- 0,25 µM reverse začetni oligonukleotid, 
- 0,25 µM tail začetni oligonukleotid označen s fluorokromom, 
- 2 U/µl Taq DNA polimeraza, 
- 20 ng DNA, 
- voda 
 
Začetni oligonukleotidi: 
 ACP_38 
 ACP_43 
 ACP_47 
 mtSSR2 
Temperaturni profil 1: 
- začetna denaturacija: 5 minut pri 94 °C, 
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- 5 ciklov (vsak cikel se temperatura spusti za 1 °C): denaturacija 30 sekund pri 94 °C, 
prileganje začetnih oligonukleotidov 30 sekund pri temperaturi: 60 °C, sinteza 
fragmentov DNA 1 minuta pri 72 °C, 
- 30 ciklov: denaturacija 30 sekund pri 94 °C, prileganje začetnih oligonukleotidov 30 
sekund pri 55 °C, sinteza fragmentov DNA 1 minuta pri 72 °C, 
- končno izdolževanje fragmentov: 10 minut pri 72 °C, 
- hlajenje vzorcev pri 4 °C. 
Protokol 2 
Reakcija je imela končni volumen posameznega vzorca 20 µl. Sestava PCR reakcije pa je 
bila:   
- 1 × 10 × PCR pufer (10 mM Tris HCl, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCl pH 8,3),  
- 2 mM MgCl2, 
- 0,8 mM deoksi nukleotid (dNTP), 
- 0,25 µM forward začetni oligonukleotid, 
- 0,25 µM reverse začetni oligonukleotid, 
- 2 U/µl Taq DNA polimeraza, 
- 20 ng DNA, 
- voda 
Začetni oligonukleotidi: 
 OGU-For1 + OGU-Rev1 
 OGU-For2 + OGU-Rev2 
 OGU-For3 + OGU-Rev3.1 
 OGU-For3 + OGU-Rev3.2 
 OGU-For3 + OGU-Rev3.3 
Temperaturni profil 2:  
- začetna denaturacija: 5 minut pri 94 °C, 
- 40 ciklov: denaturacija 30 sekund pri 94 °C, prileganje začetnih oligonukleotidov 30 
sekund pri temperaturi 60 °C, sinteza fragmentov DNA 45 sekund pri 72 °C, 
- končno izdolževanje fragmentov: 10 minut pri 72 °C, 
- hlajenje vzorcev pri 4 °C. 
3.5 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
Po končani PCR reakciji smo odpipetirali 10 µl PCR produkta in ga zmešali s 5 µl barvila 
BPB (12,5 % (w/v) Ficoll® 400, 6,7 % (v/v) bromfenol modro, 10 × TBE). Vzorce smo 
centrifugirali in jih nato nanesli na 1,2 % agarozni gel, debeline 0,5 cm. Pripravili smo ga 
tako, da smo najprej zatehtali ustrezno količino agaroze (SeaKem® LE Agarose; Lonza, 
Basel, Švica) in jo zmešali skupaj z ddH2O in 5 × TBE pufrom (89 mM Tris, 89 mM H3BO3, 
2 mM EDTA). Zmes smo nato trikrat zavreli v mikrovalovni pečici, da se je agaroza 
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popolnoma raztopila. Pod mrzlo vodo smo nato raztopino ohladili na približno 60 °C in ji 
nato dodali 0,5 µg ml-1 etidijevega bromida (EtBr) (Sigma). Dobro premešano raztopino smo 
nato vlili v pripravljen kalup z glavniki. Nekaj časa smo počakali, da se je gel shladil, nato 
pa smo previdno odstranili glavnike in gel namestili v elektroforetsko posodo Bio Rad Sub-
Cell ® Model 192 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, ZDA), katera je vsebovala 0,5 × TBE 
pufer. Pripravljene vzorce smo nato nanesli na gel, poleg pa smo nanesli tudi dolžinski 
standard DNA standard GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas) s pomočjo katerega 
smo lahko kasneje ocenili dolžino namnoženih fragmentov. Elektroforeza se je izvajala pri 
100 V približno 45 min. Po končanem postopku smo zaradi dodanega etidijevega bromida 
(EtBr), ki omogoča vizualizacijo v UV spektru, DNA fragmente lahko detektirali pod UV 
lučjo na transiluminatorju (UPV, LLC, Upland, ZDA). Slikanje smo nato opravili z uporabo 
naprave Bio Spectrum® S10 Imaging System (UVP, LLC, Upland, ZDA). 
3.6  FRAGMENTNA ANALIZA 
Vzorce za fragmentno analizo smo pripravili tako, da smo zmešali po 4 µl tistih PCR 
produktov, kateri so bili označeni z različnimi fluorokromi (FAM, VIC, PET, NED). Nato 
smo od vsakega združenega vzorca odpipetirali 1 µl in mu primešali še 10,5 µl formamida 
in 0,5 µl internega dolžinskega standarda Gene ScanTM 600 LIZ (Applied Biosystems, CA, 
ZDA). Vse skupaj smo premešali, centrifugirali in poslali na Oddelek za zootehniko 
Biotehniške fakultete. Tam so dolžino namnoženih fragmntov določili s pomočjo kapilarne 
elektroforeze ABI 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 
3.6.1 Obdelava rezultatov 
Prejete podatke smo prenesli v program GeneMapper® 3.7. (Applied Biosystems). S 
slednjim smo določili prisotnost in dolžine alelov. Podatke o dolžinah smo vpisali v 
Excelovo datoteko. 
3.7 SEKVENČNA REAKCIJA  
PCR produkte izbrane za nadaljnjo sekvenčno analizo smo najprej očistili po spodnjih 
navodilih: 
PCR produkt  5 µl  
Alkalna fosfataza (Fast AP) 0,5 µl 
Eksonukleaza (Exol)  0,1 µl  
1×PCR pufer 1,4 µl 
Skupaj  7 µl 
 
Vzorce smo premešali in jih tako pripravljene dali v ciklični termostat. Sledilo je 45 minutno 
segrevanje na 37 °C, da smo odstranili odvečne dNTP-je in začetne oligonukleotide. Nato 
smo segrevali še 15 min na 80 °C, da smo deaktivirali encime. 
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Po končanem čiščenju PCR produktov smo pripravili mešanico za sekvenčno reakcijo:  
Očiščen PCR produkt 3,5 µl 
BigDye pufer (5×BD) 1 µl 
BigDye encim  1 µl 
Začetni oligonukleotid 1 µl 
Voda brez nukleaz 2,5 µl 
Skupaj  10 µl 
Pripravljene vzorce smo premešali in jih ponovno dali v ciklični termostat na spodnji 
temperaturni profil. 
Temperaturni profil sekvenčne reakcije:  
- začetna denaturacija: 3 minute pri 96 °C, 
- 99 ciklov: denaturacija 10 sekund pri 96 °C, prileganje začetnih oligonukleotidov 10 
sekund pri temperaturi 50 °C, sinteza fragmentov DNA 4 minute pri 60 °C, 
- končno izdolževanje fragmentov: 7 minut pri 72 °C, 
- hlajenje vzorcev pri 4 °C. 
Po končanem temperaturnem ciklu, smo vzorcem dodali še 2,5 µl 125 mM EDTA ter 30 µl 
100% etanola. Vzorce smo nato centrifugirali in jih prepipetirali v ploščo MicroAmp 
(Applied Biosystems). Zalepili smo jo z samolepilno alufolijo in  5 – 10 obrnili. Tako 
pripravljene vzorce smo nato 15 min pustili v temi na sobni temperaturi. Po končani 
inkubaciji smo vzorce 55 min centrifugirali na 3700 obratih min-1 (Eppendorf centrifuge 
5804 R) pri 4 °C. S ploščice smo nato odlepili alufolijo in s hitrim obratom ploščice odlili 
etanol. Ploščico smo nato narobe obrnjeno na papirnati brisači centrifugirali še na 190 g za 
2 min. Ploščo smo zatem postavili za 5 min v temo in vzorcem dodali še 12 µl formamida. 
Ploščo smo zopet prelepili s samolepilno alufolijo in jo poslali na Oddelek za zootehniko, 
Biotehniške fakultete. Tam so s pomočjo sekvenatorja ABI 3130xl Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems) na podlagi emisije fluorescentnih barvil iz ddNTP, določili 
nukleotidno zaporedje. 
3.7.1 Obdelava podatkov sekvenčne reakcije 
Pridobljene rezultate smo pregledali s pomočjo pograma Codon Code AlignerTM  Software 
v6.0.2.. V programu smo sekvence forward in reverse združili v soseske in nato v območju, 
kjer sta bili sekvenci komplementarni, uredili nukleotide. Dobljene sekvence smo pregledali 
in jih med seboj primerjali. Naredili smo tudi BLAST analizo za preverjanje ali se dobljene 
sekvence ujemajo z že znanimi sekvencami za gen, ki povzroča citoplazmatsko moško 
sterilnost pri zelju. 
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3.8 DOLOČANJE ŽIVOSTI PELODA Z ACETOKARMINOM IN MTT 
Rastline, vključene v poskus, smo čez zimo shranili v temi na 4 ˚C. Po vernalizaciji smo jih 
zgodaj spomladi prenesli v rastlinjak, da so pričele cveteti. Ob cvetenju smo jim pobrali 
nekaj cvetov in preverili živost peloda. 
Za določanje živosti peloda smo uporabili dve barvili: acetokarmin in MTT (tiazolil modro). 
Na objektno steklo smo posuli pelod, nanj dodali kapljico barvila in pokrili s krovnim 
steklom. Pod mikroskopom smo nato opazovali spremembo barve peloda. 
3.9 INDUKCIJA HAPLOIDOV IZ MIKROSPOR 
Za dodatno potrjevanje prisotnosti CMS smo naslednje leto iz proučevanih rastlin izolirali 
mikrospore. S tem postopkom smo želeli preveriti ali se bodo iz nezrelega peloda razvili 
embriji ali ne. Tako smo lahko ugotovili odzivnost ali neodzivnost peloda posamezne 
rastline.  
Za izolacijo smo počakali, da so se na izbranih rastlinah odprli vsaj trije cvetovi. Nato smo 
od vsake rastline  nabrali 10 cvetnih brstov dolgih 4 - 6 mm. Položili smo jih v posodico, 
katero smo ustrezno označili. Nato smo jih položili na led, kjer so čakali vse do površinske 
sterilizacije. V brezprašni komori smo si pripravili avtoklavirane erlenmajerice s 50 ml 
ddH2O. Previdno, brez da bi se dotikali vratu steklenice, smo vanjo stresli 0,83 g zatehtane 
dikloroizocianurne kisline (DICA). Z mešanjem erlenmajerice se je slednja raztopila in nato 
smo dodali še 2 - 3 kapljice močila Tween 20. V tako pripravljeno razkužilo DICA smo s 
pomočjo pincete pretresli nabrane cvetne brste. Z občasnim mešanjem smo jih površinsko 
sterilizirali 8 – 10 min. Razkužilo skupaj s cvetnimi brsti smo nato zlili skozi avtoklavirano 
cedilo. Čez cvetne brste, ki so ostali na cedilu, smo zlili še malo avtoklavirane ddH2O. 
Površinsko sterilne cvetne brste smo nato s sterilno pinceto vrnili nazaj v erlenmajerico in 
nanje zlili približno 50 ml ddH2O. Ob občasnem mešanju smo tako cvetne brste spirali 5 
min. Ta postopek smo ponovili še dvakrat. Po končanem spiranju smo brste s sterilno pinceto 
preložili v avtoklavirano 50 ml čašo. Dodali smo jim 2 ml  NLN - 13 gojišča, katerega smo 
predhodno pripravili.  
Gojišče NLN – 13 smo pripravili po Lichter (1982). Najprej smo zatehtali 0,387 g l-1 NLN 
mikro - in makroelementov (Duchefa), 1,039 g l-1 NLN vitaminov (Duchefa), 130 g l-1 
saharoze in 0,5 g l-1 (CaNO3)2×4H2O. Vse sestavine smo zmešali na magnetnem mešalu v 
malo manj kot 1 l ddH2O. Ko so se dobro raztopile smo volumen umerili v litrski bučki. 
Nato smo gojišču uravnali še vrednost pH 6,0, tako, da smo dodajali 1M KOH ali 1M HCl. 
Tako pripravljeno gojišče smo filtrsko sterilizirali preko 0,22 µm filtra z vakumskim 
sistemom TPP za enkratno uporabo.  
S sterilnim batom smo nato »strli«  oz. zmacerirali brste. Bat smo sprali v čašo s 3 ml NLN-
13 gojišča. Na 50 ml sterilno centrifugirko smo nato namestili sterilni filter (40 µm) in čezenj 
prelili dobljeni macerat. Nato smo skozi filter prelili še 5 ml  gojišča NLN-13, tako da je bil 
končni volumen v centrifugirki približno 10 ml filtrata oz. suspenzije mikrospor. 
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Centrifugirko smo zaprli s pokrovčkom, jo označili in centrifugirali 3 min pri 1.000 
obratih/min. V brezprašni komori smo po centrifugiranju odlili supernatant v čašo in pelet 
prelili z 10 ml gojišča NLN-13. Centrifugirko smo zaprli in premešali, da smo razbili pelet. 
Nato smo postopek centrifugiranja ponovili. Ponovno smo nato odlili supernatant in dodali 
10 ml gojišča NLN-13. V del centrifugirk smo k očiščeni suspenziji 15 ml mikrospor dodali 
tudi 300 µl 1% sterilne suspenzije aktivnega oglja (1g aktivnega oglja. 0,5 g Sea-Plaque 
agaroze v 100 ml ddH2O), tako da je končna koncentracija oglja v gojišču ustrezala 0,02 %. 
Zaprte centrifugirke smo nato dali v stojalo in jih zavili v alufolijo.  
Najprej je sledil tempraturni stres v temi, in sicer 48 ur pri 30 °C. Nato smo izvedli 
centrifugiranje pri 1.000 obratih/min za 4 minute ter v brezprašni komori odlili supernatant 
in dolili sveže NLN-13 gojišče. Centrifugirko smo dobro pretresli. Nato smo odpipetirali 5 
ml gojišča skupaj z mikrosporami in prenesli v sterilne 5 cm petrijevke. Tako pripravljene 
smo inkubirali v temi na 25 °C. Čez približno 3 tedne smo lahko že s prostim očesom videli 
ali so se iz mikrospor razvili embriji. 
3.10 KRIŽANJE ČISTIH LINIJ S HIBRIDI ZA POTRDITEV STERILNOSTI 
PELODA 
Za potrditev prisotnosti gena CMS v proučevanih rastlinah zelja, smo izvedli križanje čistih 
linij (pridobljene z izolacijo mikrospor v preteklih letih) in proučevanih sort. Rastlinam, ki 
so bile čiste linije in so bile izbrane za križanje, smo najprej  preverili ali imajo lepo razvite 
cvetove oz. imajo razvit pestič in le ta ni zakrnel. Nato smo z njih potrgali vse odprte cvetove 
in pustili samo popolnoma zaprte cvetove dolžine 4 – 6 mm. Slednjim smo nato s pinceto, 
katero smo prej očistili s 70 % etanolom, previdno odstranili prašnike in pri tem pazili, da 
nismo poškodovali pestiča v sredini. Tako pripravljene pestiče smo poškropili s 3 % NaCl 
in počakali 15 minut. S tem smo zmanjšali vpliv samoinkompatibilnosti, ki se pojavlja pri 
zelju. Po 15 minutah smo z vseh 20 preučevanih sort potrgali nekaj odprtih cvetov. Na 
materino rastlino s pripravljenimi pestiči smo nanesli pelod proučevane sorte, tako da smo s 
cvetom in prašniki v njem, podrgnili po pestiču. Po opraševanju smo vejico z oprašenimi 
cvetovi pokrili s perforirano vrečko in jo spodaj dobro speli z spenjačem, da do nje ni bil 
možen dostop žuželkam in da kasneje ob sušenju ne bi seme izpadlo. Vrečko smo označili z 
imenom materine rastline in imenom sorte, s katerim smo jo oprašili. Za rastline smo še 
naprej skrbeli, da so razvile luske in da so se ti posušili. Nato smo jih porezali in preverili 
ali se je v njih razvilo seme. 
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Slika 8: Izolirana socvetja zelja po oprašitvi  
24 
Podržaj A. Ugotavljanje citoplazmatske moške sterilnosti pri zelju (Brassicca oleracea L. var. capitata f. alba).   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
 
4 REZULTATI 
4.1 REZULTATI MOLEKULSKE ANALIZE 
4.1.1 Detekcija CMS z objavljenimi začetnimi oligonukleotidi 
Prisotnost gena CMS smo najprej skušali potrditi z že objavljenimi začetnimi 
oligonukleotidi, ki naj bi pomnoževali mikrosatelitne (SSR) regije: ACP_38, ACP_43, 
ACP_47 in mtSSR2 (Wang in sod., 2012). Slednji naj bi med seboj ločevali različne tipe 
CMS. Pogoji in uporabljene sorte so navedeni v protokolu 1.  
 
Glede na rezultate agarozne elektroforeze, smo lahko sklepali, da je bila pomnožitev z 
objavljenimi začetnimi oligonukleotidi uspešna pri vseh preučevanih sortah (slika 9). Vzorce 
smo analizirali še s kapilarno elektroforezo, ki je pokazala, da ni razlik v dolžini alelov med 
analiziranimi sortami. PCR vzorcem smo nato določili še nukleotidno zaporedje, vendar tudi 
tam nismo dobili dobrih rezultatov, saj se dobljene sekvence med seboj niso razlikovale, kar 
je prikazano na sliki 10. 
 
Slika 10: Poravnava nukleotidnih zaporedij namnoženih z začetnimi oligonukleotidi mtSSR2. 1: 
'Varaždinsko', 2: 'Fieldwinner F1', 3: 'A. queen F1', 4: 'Mentor F1', 5: 'Checkmate F1', 6: 'Burton F1', 7: 
'Brunswick'  
Slika 9: Agarozni gel za preverjanje uspešnosti pomnožitve mikrosatelitnih regij z začetnimi oligonukleotidi 
ACP_38, ACP_43, ACP_47 in mtSSR2. 1: 'Varaždinsko', 2: 'Fieldwinner F1', 3: 'A. queen F1', 4: 'Mentor 
F1', 5: 'Checkmate F1', 6: 'Burton F1', 7: 'Brunswick', 8: voda  
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Poskus smo nato ponovili z vsemi dvajsetimi izbranimi sortami. Spremenili smo samo 
temperaturni profil. Tudi slednji ni ločeval sort glede na prisotnost CMS, zato smo razvili 
nove začetne oligonukleotide. 
4.1.2 Detekcija CMS z novimi začetnimi oligonukleotidi 
Po neuspelem poskusu določanja prisotnosti CMS z objavljenimi začetnimi oligonukleotidi, 
smo le-te oblikovali sami na podlagi nukleotidnih zaporedij objavljenih v podatkovni bazi 
NCBI. Uporabili smo nukleotidna zaporedja za ogura citoplazmo pri vrstah B. oleracea 
(GQ464371.1, EU604644.1, EU604643.1) in Raphanus sativus (Z18896.1, DQ010330.1, 
AB055435.1). Tako smo naročili začetne oligonukleotide OGU, ki so navedeni v preglednici 
1. 
Za analizo smo uporabili pet kombinacij novih začetnih oligonukleotidov. Z njimi smo 
pomnožili Ogura regijo IV, na kateri se je nahajal gen orf138, kateri je odgovoren za 
CMS.Tekom analize smo spreminjali temperaturne profile in tako optimizirali postopek. 
Ugotovili smo, da najboljši rezultat pridobimo z začetnim oligonukleotidom OGU3 in 
prileganju začetnih oligonukleotidov pri temperaturi 60 °C, kakor je navedeno v poglavju 
3.4 Verižna reakcija s polimerazo (PCR). 
V zadnjem poskusu smo uporabili vse proučevane sorte in tri kombinacije začetnih 
oligonukletidov OGU3 (protokol 2). Pri vseh je bil rezultat enak. Tako smo lahko iz 
rezultatov agarozne elektroforeze sklepali, da med vsemi preučevanimi sortami, samo dve 
vsebujeta gen za CMS. To sta bila vzorca 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' (slika 11). 
Slika 11: Agarozni gel optimiziranega postopka ugotavljanja prisotnosti CMS z uporabo začetnih 
oligonukleotidov: OGU-For3 + OGU- Rev3.1; OGU-For3 + OGU- Rev3.2; OGU-For3 + OGU- Rev3.3. 1: 'A. 
queen F1', 2: 'Agressor F1', 3: 'Tamarindo F1', 4: 'Varaždinsko', 5: 'Burton F1', 6: 'Checkmate F1', 7: 
'Megaton F1', 8: 'Brunswick', 9: 'Benneli F1', 10: 'Tenacity F1', 11: 'Multima F1', 12: 'Grandslam F1', 13: 
'Tacoma F1', 14: 'Ramco F1' 15: 'Liberator F1', 16: 'Mentor F1', 17: 'Tolerator F1', 18: 'Fieldwinner F1', 19: 
'TI 146 F1', 20: 'Zuleima F1' 
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Pozitivna vzorca smo nato poslali na sekvenciranje. Z analizo BLAST smo dokazali, da se 
dobljene sekvence obeh sort ujemata z že znanimi sekvencami za gen, ki povzroča CMS pri 
zelju (slika 12), kot so GQ464371.1 (Brassica oleracea mitochondrial ogura cytoplasmic 
male sterility-related protein gene, complete cds; nuclear gene for mitochondrial product), 
EU760643.1 (Brassica oleracea var. capitata cytoplasmic male sterility protein 60 gene, 
complete cds; mitochondrial), EU760642.1 (Brassica oleracea var. capitata cytoplasmic 
male sterility protein 67 gene, partial cds; mitochondrial), EU604644.1 (Brassica oleracea 
var. italica cultivar NAU-Y04A tRNA-Met (trnfM) gene, complete sequence; and ogura 
cytoplasmic male sterility-related protein gene, complete cds; mitochondrial), EU604643.1 
(Brassica oleracea var. italica cultivar NAU-Lb03A tRNA-Met (trnfM) gene, complete 
sequence; and ogura cytoplasmic male sterility-related protein gene, complete cds; 
mitochondrial). 
 
4.2 PREVERJANJE ŽIVOSTI PELODA 
Z obarvanjem peloda z barvili MTT in acetokarminom smo dokazali, da so skoraj vse v 
poskus vključene sorte tvorile funkcionalen pelod. Z barvanjem z MTT se je le-ta obarval 
modro (slika 13), z barvanjem z acetokarminom pa rdeče (slika 14). Izjema sta bili sorti 
'Liberator F1' in 'Tolerator F1', pri katerih pelod ni bil prisoten na površini prašnika. Ker 
nobena preostala sorta ni tvorila nefunkcionalnega peloda, smo za primerjavo med 
obarvanjem živega in neživega peloda, živ pelod za 2 uri izpostavili temperaturi 95 °C.  
Slika 12: Ujemanje nukleotidnega zaporedja pomnožkov pri sortah 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' z znanim 
zaporedjem za gen, ki povzroča CMS pri zelju (BLAST, 2014) 
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Slika 13: Živ pelod (levo) in neživ pelod (desno) pobarvan z MTT  
 
Slika 14: Živ pelod pobarvan z acetokarminom in neobarvan neživ pelod 
4.3 ODZIVNOST SORT PRI IZOLACIJI MIKROSPOR 
Razvoj embrijev iz izoliranih mikrospor smo lahko spremljali pod lupo skozi več razvojnih 
faz: 1 – začetna delitev mikrospor, 2 – skupek deljenih celic, 3 – srčasta faza, 4 – faza 
torpeda, 5 – zrel embrij (slika 15). 
Slika 15: Razvoj embrijev iz mikrospor po fazah. 1: začetna delitev mikrospor, 2: skupek deljenih celic, 3: 
srčasta faza, 4: faza torpeda, 5: zrel embrij  
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Po slabem mesecu dni smo nastale embrije že lahko prešteli s prostim očesom in jih prestavili 
na nadaljnje gojišče za regeneracijo (slika 16). Pri nekaterih sortah smo dobili višje število 
embrijev, pri drugih pa se embriji niso razvili. 
Preglednica 2: Število nastalih embrijev glede na sorto 
Sorta Št. nastalih embrijev 
'Agressor F1' 75 
'Tacoma F1' 29 
'Checkmate F1' 7 
'Benelli F1' 60 
'Tamarindo F1' 95 
'Grandslam F1' 126 
'Field winner F1' 541 
'A. Queen F1' 118 
'Burton F1' 2 
'Zuleima F1' 1 
'Megaton F1' 0 
'Tenacity F1' 0 
'TI 146 F1' 0 
'Tolerator F1' 0 
'Liberator F1' 0 
'Multima F1' 0 
'Ramco F1' 0 
Slika 16: Razviti embriji po enem mesecu v NLN-13 gojišču (zgoraj) in prestavljeni embriji na nadaljnje gojišče 
(spodaj)  
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Za sorte, pri katerih so se razvili embriji, smo  z gotovostjo potrdili, da ne vsebujejo gena za 
CMS, saj so bile za nastanek embrijev potrebne odzivne mikrospore. To so bile sorte: 
'Agressor F1', 'Autumn queen F1', 'Benelli F1', 'Burton F1', 'Checkmate F1', 'Field winner 
F1', 'Tacoma F1' in 'Tamarindo F1', 'Zuleima F1'. 
Sorti 'Brunswick' in 'Varaždinsko' nista tvorili embrijev, vendar smo ugotovili, da nimata 
gena za CMS, saj sta populacijski sorti. Ravno tako smo lahko prisotnost gena ovrgli s 
pregledom prašnikov, ki niso bili zakrneli.  Tudi ostalim neodzivnim sortam smo ob cvetenju 
pregledali cvetove. Pri vseh sortah razen pri 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' smo potrdili 
dobro razvite prašnike s prisotnostjo peloda. Tako smo ovrgli sum, da je pri sortah 'Multima 
F1', 'Ramco F1' in 'TI 146 F1' prisoten proučevan gen za CMS.  
Pri sortah 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' smo ugotovili, da imata neodzivne mikrospore in 
posledično se pri njiju niso razvili embriji. Prav tako smo ob pregledu cvetov opazili manjše 
cvetove in zakrnelost prašnikov. Slednji so bili globlje v cvetu in niso izraščali skupaj s 
pestičem. Bili so rjavkaste barve in na njih ni bilo prisotnega cvetnega prahu (slika 17). Tako 
smo potrdili že znane rezultate pridobljene z molekularno analizo, da sorti 'Liberator F1' in 
'Tolerator F1' vsebujeta gen za CMS.  
 
 
Slika 17: Cvet fertilne sorte zelja 'Checkmate F1' (levo) in cvet CMS rastline 'Tolerator F1' (desno)  
4.4 RAZVOJ SEMENA PRI KRIŽANCIH ČISTIH LINIJ  S PROUČEVANIMI 
HIBRIDI 
Ker smo želeli neizpodbitno potrditi domnevo, da samo sorti 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' 
vsebujeta proučevani gen za CMS, smo preverili še ali se je med križanjem čistih linij, katere 
so služile kot materne rastline, in izbranimi sortami, ki so služili kot očetovske rastline, 
tvorilo seme. Po končanem sušenju luskov in izluščenju dobljenega semena smo ugotovili, 
da je bilo seme prisotno pri vseh križanjih, razen pri križanju z 'Liberator F1' in 'Tolerator 
F1'.  Pri slednjem se ni tvorilo nobeno seme. Tako smo lahko dokončno potrdili doslej 
pridobljene podatke, da je pri sortah 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' prisoten gen za CMS. 
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5 RAZPRAVA 
Pridelovanje zelja v Sloveniji ima dolgo tradicijo. Leta 2017 je bilo z njim zasajenih 600 ha 
(SURS, 2018). Uporablja se ga za presno uporabo kot tudi za kisanje. Sadi se predvsem tuje 
hibride, zato je cilj žlahtniteljev pridobiti nove slovenske hibride zelja.  
Za pridobivanje hibridnih sort zelja se uporablja metoda križanja čistih linij. Slednje so 
pridobljene s samoopraševanjem ali z indukcijo podvojenih haploidnih rastlin iz nezrelega 
peloda. Za doseganje stabilnih, homozigotnih čistih linij s samoopraševanjem je potrebnih 
najmanj 5 let samoopraševanja (Chahal in Gosal, 2002). Ker je zelje dvoletna rastlina, se 
samoopraševanje podaljša za še enkrat. Poleg tega je tujeprašnica pri kateri težavo za ročno 
emaskulacijo in oprašitev predstavlja zgradba in velikost cvetov. 
Hitrejši postopek pridobitve čiste linije je indukcija podvojenih haploidov. Pri zelju se 
uporablja predvsem kultura mikrospor (Rudolf Pilih in sod., 2018). V veliko primerih pride 
pri haploidih do spontane podvojitve kromosoma. Pridobljene rastline so tako podvojeno 
haploidne in če jih samooprašimo postanejo čiste linije.  
Poleg ročnega opraševanja, katero je še vedno razširjeno pri zelju (Guo in sod., 2016), se pri 
žlahtnjenju zelja uporabljata SSI in CMS. Pojav SSI je pri rastlinah zelo dobro raziskan. Park 
in sod. (2002) so za določanje SSI razreda pri zelju oblikovali začetne oligonukleotide. Na 
podlagi slednjih je bila opravljena tudi raziskava s strani Rudolf Pilih in Bohanec (2014). 
Izbranim genotipom sta določila S – haplotip in odstotek samooprašitve. Na prisotnost SSI 
v veliki meri vpliva sprememba okolja. Zato le-ta ne predstavlja zanesljive pridelave 
hibridnega semena. Na CMS okoljske spremembe nimajo vpliva, zato predstavlja stabilen 
mehanizem pri žlahtnjenju hibridov. Zmožnost določitve ali je v rastlini prisoten gen za 
CMS, bi pri žlahtnjenju novih hibridnih sort zelja zelo olajšal delo. Razlogov za to je več.  
Eden izmed njih je, da bi lahko že pred indukcijo haploidov vedeli ali ima donorska rastlina 
prisoten gen za CMS. CMS rastline bi potem izločili, saj bi tvorile neodzivne mikrospore. 
Posledično iz njih ne bi bilo mogoče pridobiti čistih linij in jih uporabiti pri nadaljnjem 
križanju za pridobitev hibridne sorte. 
Drugi razlog zakaj je določitev prisotnosti zgoraj omenjenega gena tako pomembna je, da si 
lahko z rastlino, katera ima prisoten gen za CMS, pomagamo, da dosežemo semensko linijo, 
ki je moško sterilna, ne glede na razmere. Rastlino z virom CMS je potrebno v križanju 
uporabiti kot materino rastlino in jo križati z izbrano linijo, ki ima dobre kombinacijske 
sposobnosti. Potomci križanja bodo moško sterilni, ker je CMS lastnost, ki je na 
mitohondrijski DNA, le-ta pa se deduje po materi (Chase, 2006). Nato je potrebno vsaj 
petkrat povratno križati, da povrnemo lastnosti izbrane linije, vendar kljub temu ohranimo 
moško sterilnost. Postopek je dolgotrajen, saj je zelje dvoletna rastlina, zato za pridobitev 
želene semenske linije porabimo deset let. Kljub dolgotrajnosti, pa lahko z linijo s CMS 
enostavno pridobivamo hibridno seme. Glede na to, da pri zelju uživamo vegetativne dele, 
obnovitev fertilnosti ni potrebna, zato nam ni potrebno vnesti v izbrano linijo še tako 
imenovane restorer gene, ki obnovijo fertilnost.  
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Z delom, ki smo ga opravili v okviru magistrske naloge smo ugotovili, da je metoda izolacije 
DNA pri zelju uspešna po postopku, ki ga navajajo Kump in sod. (1996). Dobili smo visoke 
koncentracije izolirane DNA, ki smo jih uporabili v nadaljnjem protokolu. Uspešni pa nismo 
bili pri določanju gena za CMS z objavljenimi začetnimi oligonukleotidi (ACP_38, ACP_43, 
ACP_47, mtSSR2), katere so navajali Wang in sod. (2012). Slednji med seboj niso ločevali 
različnih tipov CMS pri izbranih hibridih in so namnoževali pri vseh enako regijo. Ta ni bila 
skladna z že znano regijo, katera naj bi definirala gen za CMS. Celoten mitohondrijski 
genom tipa Ogura  in gen orf138, ki povzroča Ogura CMS, so opisali in slikovno predstavili 
Tanaka in sod. (2012). Kljub uporabi istega delovnega protokola in kasneje prilagajanju 
temperaturnega profila, nismo dosegli želenih rezultatov. Nadaljnje analize z objavljenimi 
začetnimi oligonukleotidi smo zato opustili in se posvetili razvoju lastnih začetnih 
oligonukleotidov, ki bi uspešno namnoževali želeno regijo.  
To nam je uspelo s začetnimi oligonukleotidi, katere smo poimenovali po tipu Ogura CMS. 
To so bili začetni oligonukleotidi OGU1, OGU2 in OGU3. Ti so nam že po prvih analizah 
dali obetavne rezultate. Po testiranju več različnih kombinacij parov začetnih 
oligonukleotidov in prilagajanju temperaturnega profila, smo dobili želene rezultate. Za 
najboljšega se je izkazal primer OGU3 pri prileganju začetnih oligonukleotidov pri 
temperaturi 60 ˚C. Rezultati so pokazali, da je gen za CMS prisoten pri dveh proučevanih 
sortah. To sta 'Liberator F1' in 'Tolerator F1'. Za slednja vzorca smo naredili tudi sekvenčno 
analizo, ki nam je dala sekvence, katere so se ujemale z že znanimi sekvencami za CMS. 
Tako smo potrdili prisotnost preučevanega gena v sortah 'Liberator F1' in 'Tolerator F1'. 
Za potrditev naših ugotovitev smo izvedli tudi izolacijo mikrospor iz izbranih sort. Poleg 
potrditve rezultatov bi na ta način pridobili čiste linije iz izbranih hibridov, katere bi 
uporabili pri nadaljnjem križanju. Dokazati smo hoteli, da pri sortah 'Liberator F1' in 
'Tolerator F1' ne pride do indukcije embrijev. Vzrok je sterilna moška citoplazma in 
posledično neživost peloda. O pojavu nefunkcionalnega peloda pri CMS rastlinah sta 
poročala tudi Yamagishi in Bhat (2014). Navajala sta tudi zakrnelost pestičev in spremembo 
prašnikov v cvetne liste ali ženske reproduktivne organe.  
Po predvidevanjih pri zgoraj omenjenih sortah niso nastali embriji. Pričakovali smo, da bodo 
embriji nastali pri vseh ostalih sortah, ki naj bi bili fertilni. To se pri nekaterih ni zgodilo 
(preglednica 2). Ob morfološkem pregledu cvetov in preverjanju živosti peloda z barvili smo 
ugotovili, da je kljub neuspešnemu nastanku embrijev, pelod živ. Neodzivnost nekaterih sort, 
kljub živosti peloda, lahko pripišemo neugodnim – previsokim temperaturnim razmeram in 
boleznim donorskih rastlin. Prav tako je mogoče, da je bila izolacija izvedena, ko mikrospore 
niso bile v pozni enojederni fazi ali pa sorte kljub optimalnim pogojem niso odzivne na 
postopek indukcije haploidov s kulturo mikrospor, kar potrjujejo tudi izsledki velikega 
števila raziskav na tem področju (Ferrie in Caswell, 2011; Rudolf Pilih in sod., 1991). 
Dokončno potrditev prisotnosti CMS pri sortah 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' smo dobili, 
ko čiste linije, ki so bile oprašene z njima,  niso tvorile semena. Po opraševanju istih linij z 
vsemi ostalimi proučevanimi sortami, pa je seme normalno nastalo. 
32 
Podržaj A. Ugotavljanje citoplazmatske moške sterilnosti pri zelju (Brassicca oleracea L. var. capitata f. alba).   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018 
 
 
Sorti s potrjeno sterilno moško citoplazmo smo tako vključili v postopek nadaljnjega 
žlahtnjenja. Izbrani sorti bosta vključeni v križanje kot materina rastlina, saj se sterilna 
citoplazma deduje po materi. Potrebnih bo vsaj pet povratnih križanj z izbrano očetovsko 
linijo, katera bo v materino linijo vnesla želene morfološke in tudi biokemične lastnosti. Ko 
bomo po vseh križanjih pridobili rastlino z želenimi lastnostmi in sterilno moško citoplazmo, 
bomo lahko rastlino razmnožili s pomočjo ˈin vitroˈ tehnik. Slednje rastline bomo ob 
cvetenju posadili skupaj z izbrano očetovsko linijo in na materini liniji pridobili seme 
želenega križanja. Zaradi prisotnosti CMS v materini liniji bomo lahko prepričani, da med 
križanjem ni prišlo do samooprašitve in da je seme v celoti pridobljeno s križanjem. Tako 
bomo lažje in hitreje dosegli zadostno količino semena tudi za tržno pridelavo in prodajo 
hibridnega semena. Poleg tega bomo lahko pridobljene semenske linije z vnesenim genom 
za citoplazmatsko moško sterilnost lahko ohranjali z razmnoževanjem skozi leta in jih križali 
z različnimi čistimi linijami, ki bodo ustrezale našim zahtevam.  
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6 SKLEPI 
Cilj našega poskusa je bilo razlikovanje med fertilnimi in sterilnimi sortami zelja. Slednji 
naj bi vsebovali gen za CMS. Prisotnost slednjega smo želeli dokazati tako z molekulskimi 
kot tudi s fenotipskimi markerji.  
Pri molekularnih raziskavah smo najprej uporabili že objavljene mikrosatelitne 
oligonukleotide, kateri naj bi uspešno dokazovali prisotnost preučevanega gena. Poskus ni 
bil uspešen, saj so se pri vseh mikrosatelitih namnožile enake regije. Nato smo razvili nove 
začetne oligonukleotide in oblikovali protokol. Na agarozni elektroforezi smo  dobili dobre 
rezultate, zato smo izvedli še sekvenčno reakcijo. Z njo smo potrdili, da smo uspeli 
pomnožiti del gena odgovornega za citoplazmatsko moško sterilnost. Ta je bila potrjena pri 
dveh sortah in sicer 'Liberator F1' in 'Tolerator F1'.  
Dokončno potrditev molekularnih raziskav smo pridobili z izolacijo mikrospor, križanjem 
sort s čisto linijo in spremljanjem tvorjenja oz. netvorjenja semena in pregledom cvetov. Pri 
vseh poskusih smo potrdili sterilnost sort 'Liberator F1' in 'Tolerator F1'. Pri izolaciji 
mikrospor so bile te neodzivne. Prav tako pri križanju sort 'Liberator F1' in 'Tolerator F1'  s 
čisto linijo nismo pridobili nobenega semena. Ob pregledu cvetov pa smo ugotovili, da so 
pri slednjih dveh sortah prašniki zakrneli, saj so bili globoko v cvetu, rjave barve in na njih 
ni bilo prisotnega cvetnega prahu. 
Glede na navedeno smo potrdili, da smo razvili enostavno in hitro metodo s katero lahko že 
v zgodnji fazi razvoja zelja (t.j. v fazi sejanca) s pomočjo PCR in agarozne elektroforeze 
določimo prisotnost gena za CMS, brez potrebnega nadaljnjega sekvenciranja ali fragmentne 
analize. Metoda je izredno učinkovita in cenovno sprejemljiva.  
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7 POVZETEK 
Zelje je ena bolj razširjenih zelenjadnic v Sloveniji. Večji del pridelave predstavljajo tuji 
hibridi. Žlahtnitelji zato strmijo k razvoju novih hibridnih sort, katere bi bile bolj primerne 
slovenskim rastnim razmeram.  
Zelje je tujeprašna, dvoletna rastlina, ki ima v F1 generaciji močno izraženo heterozo. 
Pridobivanje hibridov zelja je dolg in zapleten postopek. Najpogostejša načina pridobivanja 
semena hibridov sta s pomočjo dveh genskih mehanizmov: SSI in moška sterilnost. Uporaba 
SSI je med križnicami zelo razširjena, a je postopek pridobivanja hibridnega semena 
zapleten in dolgotrajen. Moška sterilnost je lahko povzročena na različne načine. Zato je 
poznanih več vrst. Pri pridobivanju hibridov zelja se najpogosteje uporablja CMS. Nanjo 
zunanji dejavniki nimajo vpliva, zato je stabilna. Poleg tega ni mogoča samooprašitev, zato 
metoda zagotavlja nastanek hibridnega semena. 
CMS povzročajo mitohondrijski geni in se deduje po materi. Poznanih je več tipov CMS. 
Najpogostejši  CMS pri zelju je Ogura tip citoplazme. Zanjo je odgovoren tudi gen orf138, 
katerega izvor ni poznan in se nahaja med 7 in 11 sintenično regijo na mitohondrijske DNA. 
Slednjo smo v poskusu pomnoževali z mikrosatelitnimi markerji, katere so oblikovali Wang 
in sod. (2012). Pri sortah vključenih v poskus, začetni oligonukleotidi ACP38, ACP43, 
ACP48 in mtSSR2 niso uspeli ločiti rastlin glede na prisotnost CMS. To nam je uspelo z 
novo razvitimi začetnimi oligonukleotidi, ki smo jih poimenovali OGU1, OGU2 in OGU3. 
Z molekularno analizo smo določili, da imata sorti 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' prisoten 
gen za CMS.  
Za potrditev rezultatov o prisotnosti CMS pri dveh sortah, smo proučevanim sortam izolirali 
mikrospore. Na ta način smo določili odzivnost oziroma neodzivnost  nezrelega peloda.  Pri 
sortah 'Liberator F1' in 'Tolerator F1' ni prišlo do formiranja embrijev. Hkrati pa so bile 
mikrospore neodzivne tudi pri nekaterih drugih sortah. Razlog so lahko bile neugodne 
razmere ob izolaciji ali pa sorte preprosto niso bile odzivne za tvorjenje haploidov iz 
izoliranih mikrospor. Ob cvetenju smo vsem sortam pregledali cvetove. Pri sortah 'Liberator 
F1' in 'Tolerator F1' smo opazili zakrnele prašnike. Bili so manjši, globlje v cvetu in na 
površini niso tvorili peloda. Pri ostalih sortah so bili prašniki normalno razviti in so imeli 
prisoten pelod. Pelod smo nato obarvali tudi z  barviloma MTT in acetokarminom. Oba sta 
pokazala živ pelod.  
Vse sorte smo na koncu križali s čisto linijo. Namen je bil ugotoviti ali bo izbrana sorta 
oprašila izbrano linijo in se bo tvorilo seme. Do tvorbe semena ni prišlo samo po opraševanju 
s sortama 'Liberator F1' in 'Tolerator F1'. Tako smo dokazali, da je bila molekularna analiza 
uspešna in sta sorti vključevali gen za CMS.  
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